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(54) Tide: USE OF A PHVCOBHJPROTEIN-BINDING PEPTIDE COMPLEX AS A FLUORESCENT TRACER 

(54) Titre: UTILISATION D'UN COMPLEXB PHY(X»aJPRaiHNB4«Pni» DE LIAISON EN TANT QUE TRACBUR FLUO- 
RESCENT 

(57) Abstract 

The use of a phyccJnTiproteuvbin^ 
an anatyte in a medium thought to contain said anar/te, is disclosed. Fluorescent conjugates consisting of said complex covalendy bonded 
to one of me dements in a Ugand/receptor specific binding pair, are also disclosed. 

(57)Abrege* 

L' invention conceme l*utiHsation d'un complexe phycobfliprotdine-peptide de liaison en tant que traceur fiuorescent dans un prooMe* 
de detection et/ou de determination par fluorescence d'un anaiyte dans un milieu susceptible de le contenir, ainsi que les conjugues 
fiuorescents constitute dudit complexe lie* de maniere covalente a I*un des dements d'un couple de liaison specntque ligand/recepteur. 
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Utilisation d"un conmlexe nhv - >!,:.. r . IV ^. ; ,„ j ... 
•jjjjj— ^ u wnigicac pnycopiuprotcine— peptide de l i aison cd tant q ue jnceur 

Linvention concerne hitilisation (Tun complexe phyccMiprot£ine- 
peptide de liaison en tant que traceur fluorescent, notamment dans un proc&IS dc 
detection et/ou de d&cnnination par fluorescence d*un analyte dans un milieu 
susceptible de le contenir, ainsi que les conjugues fluorescents constitues dudit 
complexe lie de maniere covalente a l<un des elements dta couple de liaison 
speofique u'gand/recepteur. 

LHrtOisation de dosages tmmuoologiques pour l'analyse qualitative et 
quantitative de composes dans des fluides biologiques est a ITieure actuelle 
largement repandue. 

Parmi les techniques cxistantes, les dosages par fluorimetrie ont pris une 
importance croissantc. 

En eflet, ils presentent un certain nombie d'avantages parmi lesquels la 
scnsibilite, la rapidite" de la mcsure, la stabilite et I'inocuite des reacbfe marques par 
des composes fluoresceins et le cout rclafrvenient r&hut. 

Les phycobiliprotdines sont des constituants du pbycobilisome de 
differentcs batteries, algues ou cryptomcmades et sent en general de quatte types : 
les phycocyanines, les phycoerytfeiaes, les phycoeryttoocyanines et les 
aUophvcccyanines. 

Hies sont fonntofc sous-unites a etB,et^ 
ou plusieurs fluoropbores, et sont isolees prindpalement sous forme de trimens ou 
dTrexameres. 

Certaines d'entre dies sont utilisees comme marqueurs fluorescents en 
raison de nombreux avantages qu'elles presentent en terme de rendement 
quantique, bandes d'absorption, stabflitd et solubilite (V.OI et aL J. Cell Bioloey 
25 1982-22-981). 

Schemariquenicnt, les pbycobilisomes sont formes de deux parties : 

- le coeur fbnnd <f elements cylindriques constitues par des aUopbycocyanines ; 

- des batonaets, formes elements cylindriques, fixes au coeur, leso'ts elements 
fcant constitues par des pbycoerythrines et des phycocyanines. 

Les batonaets et les cylindres sont formes par un assemblage de disques 
de phycoburproteines. Ces disques sont assembles entre eux ainsi que les batonaets 
au coeur et le coeur a la membrane thylakolde par des peptides de liaison. 

Ces peptides sont nommes en fonction de leur localisation selon la 
publication A. Glazer, J. Biol. Oiera., 1989, 2& 1-4 : 
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Lr pour peptide de liaison dans le batoimet 

Lc pour peptide de liaison dans lecoeur 

LRC poor peptide de liaison dans le batonnet-coeur 

Lqm pour peptide de liaison dans lecocur-mcmbianc. 
5 La purification des phycobOipiotfines par des mfthodes 

conventionncUes pennet i'obtention de complexes trim&iques ou hexamdriques 

(ofy ou (a0) 6 dipourvus de peptides de liaison. Lcs trimfaes ont une forme 

discoldale de - 30 A <r6paisscur ct de - 120 A de diamtae. 

Utilisation de pbycobiliprotdines, notamment IMophycacyanme et 
10 la phycoerythrine, dans des dosages immunologiques par fluorim&rie est 

d&iite notamment dans EP 0 174 744 ct 0 076 695 ainsi que dans lcs brevets US 

4520 110 et 4 542 104. 

fl a dtfi trouvS que dans ceitaines conditions de purification des 

pbycobilisomcs, il ftait possible d'obtenir des complexes phycabiliprotfi^ 
15 peptide de liaison (P. Fuglistaller ct al„ Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 1987, 258. 

353-367). Nfanmoins, ces complexes ftaient jusqu'i maint^*^ d&rits dans la 

litt6raturc comme dant rclativemem peu stables et sensible* aux proteoses 

(W. Reuterct C Nickel-Reutn; J. Photocbem. PhotobtoU B : Biol., 1993,18, 51- 

66). 

20 De mamfcre avantageuse, on a maintenant trouve que ces complexes 

prfcentaient des particularity spectroscopiques intftessantes par rapport aux 
phycobfliprotfines pour une utilisation en tant que traceur fluorescent 

En effet, un tel complexe phyo*iliprot6ine-peptide de liaison poss&fe 
toujouis des piopri£t& spectroscopiques diffcrentes de ceiles de la 
25 phycobilipiot&ne seule, avec en g£n£ral : 

- aug m e ntati on du rendement quantique 
et/ou - emplacement de la longueur cfonde Remission 
ctfou - modification de ia longueur (fonde (Tabsoiptkm 
ct/ou - modification du coefficient cfabsorption molaire 
30 par rapport * la phycobiliprotfinc seule. 

Ces piopri6t£s peuvent se r6v6Ier paiticulifaement intcrcssantes tors de 
la mise en ocuvre d\xn systfane de d&ection utilisant un ou plusieurs traceurs 
fluoresceins, dans lequel, outre la stability des traceurs dans le milieu, deux 
param&tres sont d'importance capitale : 
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-lc rendement quantiquc qui influc directement sir la Iimite de direction da 
systeme, 

- la longueur d'onde d'emission qui lore dc fttilisarion de plusieurs tatms est uo 
element d&enninant de leur cboix. 

De hqoa inattenduc, on a maintenant trouvd que : 

- ees complexes phycobiliproteinc-peptidc de liaison ctaient stables en solution et 
en presence de se^ de diffifiraites (m 
proteases, 

- fl emit possible de fixer de manierc covalente ces complexes sur differentes 
protemes et anticorps tout en conservant les proprietes de fluorescence des 
complexes. 

Dans un aspect avantageux, la phycobiliproteroe utflisee scion 
l-invention est cboisic parmi la phycoerythrinc, la phycoerytnrocyamne, la 
phycocyaame, I'allophycocyanine et PaUophycocyanine B. 
15 Dans la suite de la description, on utOisera les abreviations stuvantes 

pour designer les phycobiliproteines preKrecs : aUophycocyanme = AP, 
phycoeryrhrine = PE, phycoerythrocyanine = PEC, phycocyanine = PC, 
aUophycocyanine B = APB 

De pretfrence, le complexe phycobffipiotelne-peptide de liaison est 
extrait d-une cyanobactcrie choisic parmi Mastigoclodus Laminosus, Synechocystis 
6701, Synechococao 6301, Anabaena variabilis et Nostoc spec- 

Le peptide de liaison du complexe utilise aux fins de linvenrion est de 
preference choisi parmi les peptides Lr, lo Lr C et Lcm , tels que definis plus 
haut 

De manierc avantageuse, les complexes utilisables scion llnvcntion sont 
dffinis de la manicre suivante, a partir da pbycobiliprotSines teUes que d&igntes 
par les abreviations mentiohnccs d-dessus, des sous-unites act Bet des peptides 
de liaison menriormes plus haut : 

(aPECpPEC)^ (a PEC pPEC^, 

^.^Lr, (orcp^LRc (aPC.pPC^LR, 
(a^.P^Lc.CaAPB.a^pjAP)^ rt (a AP, pAP^ ^ . 
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Avantageusement, on utiliscra selon Invention les complexes 
phyoobfliprotf ine-peptides de liaison en combinaisoo avec un ou plusieuis autres 
traccurs fluoresccnts. 

5 trrAP aA^ ^.vntete I' invention est le comply 

V»™ . Lc , Cest-a-Kiire un complexc pbycobiliproteme-peptide de liaison 
const** (fan time* de scus-unitfs a et B tfaUophycocyanine et du peptide de 
liaison dans lecoeur. 

La longueur des peptides varie suivant I'espeoe et les processus de 
10 dnHBl 13 P urificati0D - Hlc « P^^cc comprise entre 5000 et 

Selon aspect ulterieur, I'mvcntion conceme element un procide 
hom^de detection ct/ou dc determination par fluorescence d-un analyte dans 
un milieu susceptible de le contour, par iniseenevio^dupn^deUitaction 
entre I'analyte et au moms un rcccpteur corrcspondant, consistant : 

1) a ajouter audit milieu un premier reactif constitud d'au moins un rfcepteur dudit 
analyte, r 

2) i ajouter un second reactif cboisi parmi I'analyte ou au moins Vm de ses 
nfceptcurs, l\in des deux reactifs etant couple avec un compose fluorescent 
domeurconstitue par un cryptate, un chelate ou un complexe maaocyclique de 
terre rare et 1'autre reacrt etant coup]* avec un compose fluorescent accepteur 
I'orire d'ajout des reactifc pouvant etre inverse et, apn^ excitation <w melange" 
par one source de lumiere a la longueur d'onde d'exdtation du compost- 
fluorescent donneur, 

3) a mesurer le signal Remission du compose' fluorescent accepteur, 
caacterist en cequ'on utilise comine compose flumesc^ 
Phycobiliprotime-pepticle de liaison td o^ede^d-^lessus. 

Dans la presente description, on difinit par : 

- •analyte' : toute substance ou groupe de substances, ainsi que ses ou 
leurs analogues, que Ton souhaitc d&ecter et/ou daenniner, 

- 'recepteur* : toute substance capable de sc fixer sp&ifiquement a un 
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- •ligand" : toute substance capable dc sc tier speeffiquement a un 

recepteur. 
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Des oyptates de tent rare util isables dans tin td proc&Ig de dosage ainsi 
que dans les method* par exrts ou par competition decrites ci-aprts stmt 
notamment decrits dans les demands EP 0 180 492, EP 0232 348, EP 0321 353 
OUWO90/04791. 

Des complexes maoocydiques de tent rait portant des groupcs N-oxy 
sont 6galemcnt decrits dans la demande WO93/D5049. 

Ces cryptates et complexes maoocydiques de tent rare prfsentent 
lavage d'etre ties stables en milieu pmtfique et salin, cette pnmriete em 
paiticuliirement impoitante dans le cas des immunoessais homogenes. 

On utiJiseia de preference en tant que compose fluorescent domieur dans 
les precedes et methodes mentionnees dans la presente description un chelate un 
cryptate ou un complexe maoocydique portant des groupes N-oxy de terbium ou 
(feuroprum. 

Sdon un aspect avantageux, ledit precede est une methode oar exefa 
15 consistant : 

1) i ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherche, un premier icactif constftue 
par au moins un rtccptcur dudit analyte, coup!6 avec un compose fluorescent 
dormeurconstitud par un cryptate, un chelate ou un complexe maoocydique de 
tare rare, 

20 2)aajcwter un second reacrifconstituf ear untn, 

analyte, ledit second reactif etant coupl£ avec un compose fluorescent accepteur 
consntue par un complexe phycobiliproteine-peptide de liaison, 
^afaireinaibaleditmuieuaprtschaqueaMti 
des deux reactUs, 

4) a exdter le milieu resultant a la longueur d'onde d'exeftation du compos* 
fluorescent donseur, 

5) a mesurer le signal emis par le compose fluorescent accepteur. 
On pourra notamment utiliser dans iesdits piorfdcsunsedrtopteurde 

I'analyte, qui est couple soft avec le compose fluorescent dornwir, soft avec le 
compose fluorescent accepteur. 

Dans un autre aspect de l'invention, ledit precede est une methode par 
compftitioa consistaot : 

1) a ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherche, un premier reactif constftue 
par un rtcepteur dudit analyte, coupI6 avec un compose fluorescent donncur 
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constitue par un cryptate, un chelate ou un complexe maaocydique de tene 
rare, 

2) 4 ajouter un second rfactif constitue de l'analyte coupl6 avec un compost 
fluorescent accepteur constitue par un complexe phycobiliimrtfiine-pqrtide de 

5 liaison, 

3) 4 fcirc incubcr ledit milieu apiis chaque addition de rfactifc ou apris ['addition 
des deux r6actifc, 

4) 4 exciter le milieu resultant 4 la longueur d'onde d'excitation du compos* 
fluorescent donneur, 

10 5) 4 mcsurer 1c signal dmis par le compost fluorescent accepteur. 

Avantageusement, ledit procede bomogfaie de detection et/ou de 
determination par fluorescence (fun analyte dans un milieu susceptible de le 
contenir^parmiseenftndenceduinoduit de la reaction entre l'analyte et au moins 
un rfcepteurconespondant, est unenrfthode par competition consistent : 
15 1)4 ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherche, un premier tfactif constitue 
parun itepteur dudit analyte, ledit rdceptcur etant couple avec un compost 
fluorescent accepteur constitue par un complexe phycobQiprotfine-peptide de 
liaison, 

2) 4 ajouter un second rfactif constitue de l'analyte couple avec un compost 
20 fluorescent donneur constitue par un cryptate ou un chelate de tenc rare, 

3) 4 faire incuber ledit milieu soit apres ['addition' de chaque rfactif, soil aprfcs 
I'addition des deux riactifs, 

4) 4 exciter le milieu resultant 4 la longueur d'onde d'excitation du compost 
fluorescent donneur, 

25 5) 4 mesurtr le signal 6mis par le compose fluorescent accepteur. 

Dans un aspect prffci* des precedes mentionnfa ci-dessus, le premier 
riactif et le second rfactif stmt ajoutfe simultan6nent au milieu contenant I'analyte 
recherche. 

Dans un aspect particulifcrcmcnt avantageux selon I'invention, le ■ 
30 compose fluraesccnt donneur utilise daffi 

chelate, un cryptate ou un complexe maaocydique de Eu 3 * et le compose 
fluorescent accepteur est le complexe (a^, pAP^ lq 

Dans un aspect ulterieur, I'invention conccme egalement ('utilisation 
d'un complexe pbycobHiproteine-peptide de liaison tel que defini plus haut dans 
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un precede d'amplification du signal d'emission <fun ayptatc ou dim chelate de 
tene rare utilise" comme compose fluorescent donneur dans un dosage par 
fluorescence, dans lequel on met en oeuvie egalemcnt un compose fluorescent 
acapteur, caiacterisee en ce que le oyptate ou le cnelate de tene nw possede un 
itndemcnt quantique global faible et en ce que le lendement quantique de 
deactivation radiative du niveau emissif de la tene rare est infeneur an rendement 
quantique de I'accepteur, ledit accepteur tent constitu6 par ledit complexe 
phycobiliproteine-peptide de liaison. 

Dans un autre aspect, linvention conceme egalemcnt mi conjugue 
fluorescent constitue (fun complexe phycobfliproteine-peptide de liaison lie de 
maniere covalente a ihrn des elements (Tun couple de liaison speaflauc ' 
ligand/tecepteur. 

Lesdits conjugues peuveot etre en particulier utilises pour trier les 
cellules et/ou analyser la surface ceUulaire dans un proced£ de cytometric de flux, 
tel que decrit notament dans Mel. NJCronic, J. Immunological Methods, 1986, 22, 



1-13. 



A titrc (fexemples de couples de liaison specifique tigand/recepteur, on 
pent notamment citer des couples imMeine/proteinc, proteme/ADN ou encore 
ADN/ADN. 

De preference, ia phycobfliproteine utilisee selon Pmvention est choisic 
Panni la pbycoerythrine, la phycoerythiocyanine, la pbyeocyanine, 
raUophycocyanine et l'allophycocyamne B et le peptide de liaison est choisi panni 
les peptides Lr, Lq I^q <* Lqn , tels que defihis plus haut 

Avantageusement, le complexe phycobiliproteine-peptide de liaison est 
25 choisi panni les complexes 

(aPEC.pPECjgLR, (aPEC.pPEC^^, 

(o^P^Lr. (aPC, P PC) 6LRC> (a PC,pPC )3LR> 

30 (aAP.pA^l^, (aATO.oiAP.pV^Lc ct («AP pAPfe^, 

le complexe (aAP pAP^ etant prefere. 
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* Prff ^ nCC ' ,e Pbycobilip^ine-peptide de liaison est 

67W, Synechococcus 6301, Anabaena variabilis et Nastoc spec 

_^™ gCUSOTeDt ' ,,a6Bem * * *■«■ specif^ 

b pn^eur est u„ rfccpteur, en parfieuiier un recepteur cduJTT^ 

Dans un autre aspect avantageux, [edit element est un ifcand. 

KMLE. : Dosage de 1'anugene cartinoembryonnaire (ACE) 

Un irnmunocssai homogene a e* rfrfj* „ uSBsm ^ 

(OS bio agonal, Ranee) et connne compose" accepts 
n=spectivcment a Itoicorps monoclonal G15 (OS bio iLJL, ^ T 
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Les abieViations utilise* ci-apres sort les suivantes : 
AP = aJlophycocyanine 
20 DTT =ditbiotreitiol 

EuTBP = ayptate d'europhun Eu oisbipyrictine diamine 
. BSA = serum albumine bovme 
HSA = serum albumine humaine 
IgG = immunoglobuline G 
SPDP =N-^ucdiiimidyl3(2-p y ridyIditWo) W 
Sulfo-SMCC.s^ccmimidyl 4- D -mal6imidom6 t byl ) c y clohe 3t an e 



1) PREPARATION DES CONJUGUES IgG G15-AP 
a) Activation de I'AP par le sulfo-SMCC 

LAP (3 mg) commercialcment foumie sous forme prccipit& dans une 
***** % de d^onium, est centrim^ A^^ll 

^ ,e ^ « ^ Par 250 Mi de tampon phosphate iJo^n 

puis ffltrf a 0,8 urn aim d'flimi™* i~ t ,, ^ pH 7 ' 0 ' 

sen suspension. 
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Le filtrat est puriffc par chromatographie ^exclusion sur coloime C25 
superfine (Pharmacia, Suede) dans le meme tampon. La concentration d'AP dluee 
dans le volume d'exclusion est dfterminee a 650 nm, en considerant on e«o_ de 
731000M-1 CM-1. 

Cactivation de I'AP est realisee en ajoutant une solution desulfo- 
SMCC preparee extemporanement a raison de 6,9 mM dans un tampra phosphate 
100 mM pH 7,0 et en laissant la reaction se produire pendant one heme, a 
temperature ambiante, sous agitation douce (rapport molaiie de 15 a 75 sulfo- 
SMCC par AP). L'AP-maleimide est alois purifiee sur colonne G25 superfine en 
tampon phosphate 100 mM, EDTA 5mM pH 65 et conserves a 4'G avant 
couplagesurIgG3D3. 

b) Activation des IgG G15 par le SPDP 

Simultandment, 5mg d'IgG G15 a raison de 10 mg/ml dans un tampon 
phosphate 100 mM, pH 7,0 sont actives par I'ajout d"une solution de SPDP (Pierce, 
15 USA) a raison de 6,4 mM dans du dioxane dans un rapport molaire de 7,5 SPDP 
parIgGG15. 

Apres 35 min d'activation a temperature ambiante, llgG pyiidine-2 
thione est purifiee sur colonne G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM, 
EDTA 5mM,pH 6*5. 

20 Les protfines sont concentrees et les groupes 2-pyridyI disulfides sont 

reduits par une solution de DTT (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 
19 mM pendant 15 min a temperature ambiante. Le DTTet la pyridine-2-thione 
sont elimines par purification sur colonne G25 superfine en tampon phosphate 100 
mM, EDTA 5mM, pH 6,5. La concentration en IgG-SH est dfterarinee a 280 mn 

25 avec un E280nm & 210000 M" 1 cm" 1 . 

c) Conjngaisoa des IgG G15-SH avec AP-raal&mlde 

La fixation des groupements thiols sur les nialamides est realisee en 
ajoutant 251 mg (TAP activees par mg d'IgG G15-SR Apres 18 hemes 
d'incubation a 4*C et a l'obscurit6 sous agitation douce, les fractions thiols restees 
libres sont bloquees par I'addition dune solution a 100 mM de N-methyl 
malGmidc (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 20 mM pendant une 
heure a temperature ambiante. 
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Le milieu ifcctioimel est puiifid par gel filtration sur colonne TSK 
G3000SW semi-prtparativc (Beckmann, USA) en tampon phosphate 100 mM pH 
7,0. 

Les concentrations en AP et en IgG G 15 du conjugue purifie, €M dans 
5 le premier pic, sont detennin&s par les absorptions a 280 nm et a 650 nm, seJon le 
calcul suivant : 

1 AP) Mole/1 =A 65 0nM/ 10000 
[ 1 Mole/1 = (A2mm-#280md 1 210000 
3VeC A '280nm &>nt la contribution a cette longueur d'onde de I'AP-maleimide," 
10 dtenninee plus haut (paragraphe 1 - a) ). 

De IHSA est rajoutee a concurrence de 1 g/1 au coirjugue qui est ensuite 
repaid en aliquotes puis congeli a -20*G 
2) PREPARATION DES CONJUGUES IgG G15-(aAP, tf&y^ 
a) Activation do complexe (oAP, pAP)^ ^ , e suW(> _ SMCC 

Le complexe (oAP, ftAPfc^ obtemi a partir de 1-algue 
Mastigoclndus Laminosus . Apres extraction de phycobilisomes, les complexes 
protemes-peptides de liaison sont purifies selon P. Fuglistaller et colL Biol Chem. 
Hoppe Seyler 1986, 2SL 601-614. 

Les complexes presentent les caracteristiques suivantes • 
20 -C 650= 1076000 M-lcm-1. 
-1)0650/00620 = 2^. 

A 1 ml de complexe (oAP pAP)^ k3mgMea twpQa phosphatc 
100 mM pH 7,0, on ajoute 194 ul (fuite solution de sulfo SMCC (Pierce a 30 
vamolcA dans le meme tampon. On incube 30 mn a 30*CLe produit dela 
reaction est purifi6 sur colonne G25 HR 10 x 10 dibit 2ml/mn. La fraction dluee 
tole volume mort est recuperee (V = 1,7 ml). La coocerrtration en complexe 
1°". P^Ok: oaleimide est 1,4 mg/ml. 

b) Activation des IgG G15 par le SPDP 
EUe est rcaiisee comme indiqufe au point 1, b) ci-dessus. 

c) Conjugaison des IgG G15-SH avec le complexe (oAP, ft APui^ 
nialamide. - 

1,7 ml de la solution obtenue au point 2, a est mise en contact avec 1 ml 
de la solution de IgG G15-SH a 0,9 mg/ml obtenue ci-<Iessus. 
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Apris incubation une nuit a 4*C sous agitation par aghateur a rouleaux, 
le conjugue- est purine sur colonne TSK 4000 V4 preparative (Beckmann, USA) a 
delrit de 4 ml/mn dans un tampon phosphate 100 mM pH7. Les auctions de 48 a 
64 ml sont rassemblees et concentrees sur cone AMICON. La concentration en 
5 complexe (cjAP p APy^ ra mg/m] ^ ^ h JJQ6SQ / ^ ^ 

La concentration en IgG en mg/ml est doimee par la formule 
DO280-^f/l,4. 

Le conjugufi est a 120 ul/ml en IgG avec un rapport molaire de 1,6 
complexe (aAP, p AP)^ / IgG DQgj,,/ 620 = 2^. 
10 3) PREPARATION DES CONJUGUES IgB GI2-Eu TBP 

La preparation de IgG G12-SH est realise* selon le protocole decrit plus 
haut pour les G15 3D3 mais en faisant varier le rapport molaire de 4 a 16 SPDP oar 
IgGG12. 

A 5 mg (5 10-6 moles) de Eu TBP est ajoutee une solution a 25 mM de 

15 sulfo-SMCC, en tampon phosphate 20 mM, dimethylfonnamidc 10 % (v/v pH 7,0 
dans une proportion de 2JS moles d'activateur par mole de Eu TBP. 

Apris 45 min ^activation a temperature ambiante, le milieu reactionnel 
est filtrf a 0,8 |un afin tf 61iminer le precipite eventuellement formt Les produits 
reactionnds ind&irables (sulfo-SMCC, N-hydroxysuccMmidc, acide (N- 

20 maleunidomahyl) carboxybque) sont flimines par chromatographic echangeuse 
dlons sur colonne Mono Q (Pharmacia, Suede) en tampon phosphate 20 mM 
dimethytfomiamide 10 % (v/v), P H 7,0 sous choc de Nad La concentration en Eu 
TBP malennide est d&erminec a 307 nm avec un e^nm de 25000 M"" 1 cnr* 
ainsi que le rapport A 307im /A280nm- 

25 De facpn similaire a ceUe decrite plus haut on fait reagir les fonctions 

inalfimides avec les fonctions thiols fixes sur l'anticorps, dans des proportions 
molaircs variant de 10 a 30 Eu TBP malennide par IgG G12-SH. 

Apres 18 heutes tfincubation a 4*C et blocage des groupements thiols 
(eventudlement reads libres) par N-methylmal6imide, le Eu TBP non coupld est 

30 eiimine par dial yse en tampon phosphate 100 mM pH 7,0 a 4*C jusqu'i epuisement 
(plus de fluorescence dans les bains de dialyse). 

Les caraaenstiques du conjugud sont de"terminees par ses absorptions a 
307 nm et 4 280 nm en utilisant les valeurs suivantes en tenant compte de 
I'absorption propre du cryptate d&erminfe par le rapport A 30 7 niD /A280nm- 
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EuTBP-maleimlde: 

E 307nm = 25000 M-lcm-1 

A307mn /A280nm : detetiDinee expcrimentalement 
IgGG12-SH: 

5 E 280mn = 210000 M-lcm-1 

A 3O7mn = 0M~ 1 an~ 1 . 



4) APPLICATION AU DOSAGE DE L'ACE 

Les conjugues G12-Eu TBP, G15-AP « /-mc 

On ajoute successivement dans des miemni» m ... 
(Dynatech.USA): nuooplaques en polystyrene 

15 a teste, ' m * de Ma Stantfald ( s ^ nnn sans ACE) ou 100 * dtttafflta 

- 100 Ml dc conjugue" G12-Eu IBP ft 0,5 Mgfal 

G15-AP . 5^ o« 100 „ de ^ G15 _ 

20 fluonmetre a laser prototype, qui est d&rit ci-apxes : 

est *«* Unl3SCrPUlS6iaZOtC(I ^ SER INC., nrodele LS1-337ND) 

es. ^ -^se coame source d'exchation (longueur cfonde a 337,1 an,). La d^ 

B l^L^T. ^ ^ ^ - ^ (CORNING) afin 
3 lunuire P^te a texctation autre que 337 nm. 

un fita ^ ^ ^ ^ faisceau est rfflfcbi par 

^ filtre chchro^c, place a 45 degres, qui a la propnete dc reflet les «ZZ 
et de pouvoir transmettre la lumiere visible. ° letS 

0 mes^ ^ ^ ^ ,C ^ «t focalisi sux le puits a 

dW Par une lentffle en silice fondue VbJl V 
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Un filtic interfdrentiel, dc caiact&istiqucs d£finies scion la longueur 
tfonde dc fluorescence & d&ecter, pennct dc sc debanasser des lumferes pouvant 
parasite Ic signal, dont rintensit* est ensuite mesuifc par un pbotomultiplicateur 
(HAMAMATSU R2949). 
5 Lc compteur dc photons utilise est un SR-400 (STANFORD 

RESEARCH SYSTEMS), dont les opdrations ct la synchronisation avec le laser 
sont contr616es par un oidinatcur dc type IBM PC-AT via unc sortie RS 232. Les 
pulsations pxovenant du pbotomultiplicateur sont cnrcgistr&s pendant unc fentee 
de temps (tg) et aprts un dilai (tj) diamines h condition qu'eUcs soicnt 
10 sup&ieures & un niveau discriminant sflcctionnd par lc compteur de photons afin 
(Toptimiscr lc rapport signal/biuit du pbotomultiplicateur. 

Une table X-Y, pilotfc par ITBM PC-AT, pennet les diffirents 
positionncments de la miaoplaque de mcsurc par des motcuis pas i pas, induant 
les manoeuvres de chaigement, dc positiomxement sous le feisccau excitant, de 
15 lecture automatiquc en sdquenticl des 96 puits, ct dc sortie. 

La fluorescence 6nise par le conjugud G15-AP ou G15-<omplexe 
(oAP t pAP)^ est mcsurec * 1'aidc du fluorim Jtre prototype equip* (Tun filtrc J 
665 nm dc 10 mndelargeur a mi-hauteur, pendant 400 nsetavccundflaide50 
MS, 

20 Les ifcultats sont rappoit6s dans le tableau ci-dessous, exprimes en A 

cpsconcsp(mdant^ladiff6rencecntrclc signal 6mis par Tcchantillon & 665 nm par 
rapport i la solution standard (scrum sans ACE). 



ACEng/ml 


AP 


Complete (oAP, ^y^LQ. 




Acps 


Acps 


4,4 


251 


388 


15,9 


966 


1670 


118 


6427 


9804 


236 


9436 


16232 



25 

Les ifcultats montrent que lc signal mcsure est sup&ieur pour lc 
complexc phycobiliprot6inc-prot£inc dc liaison par rapport 4 la phycobfliprottine 
seulc. 
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De plus, on noteia que Ic rapport DO^ DO 620 = 2,2 qui 
caractfcise ledit complexe est constant dans la limite des erreurs de mesure pour 
toutes les etapes de la fabrication du conjugu* et (res different de celui de I'AP f- 
1,45). v 

Ced demontre la stability du complexe phycobflipiotfine-peptide de 
liaison tout au long des etapes de purification et de couplage effectuees sans 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un complcxc phycobiliprotfinc-pcptide de liaison en tant que 
traceur fluorescent 

2. Utilisation d'un complcxc phyctMiproteme-peptide de liaison en tant 
<pe traceur fluorescent dans on ptoddi de detection et/ou de detentination par 
fluorescence d'un analytc dans un milieu susceptible de [e contcnir. 

3. Utilisation seton la revendication 1 on 2, caiacteiis£e en ce que la 
phycobfliprot^ine est cboisie panni la phyct^rythrine, la phycoerytlmKTanine, la 
phycocyanme, rallophycocyanine et I'aUophycocyanine B. 

4. Utilisation selon IW des revendications 1,2 ou 3 caraoerisec en a que 
le complcxc pbycnbiliproteine-peptide de liaison est extent d'unc cyanobacterie 
cboisie panni Mastigocbdm Laminosus, Synechocysas 6701, Syneckococcus 
6301, Anabaena variabilis ct Nostoc spec. 

5. Utilisation selon INme queloonque des revendications 1 a 4, caractensee 
en ce que le peptide de liaison est choisi panni les peptides Lr, 1^^6,1^. 

6. Utilisation selon Inne quelconquc des revendications 1 a 5, caractensee 
en ce que lc complcxc pbycol^pmtdine-pcptide de liaison est choisi parmi les 
complexes 

( a PEC pPEC^ (tfBC.pW^ 
(^P^Lr, (arcpPC^i^c, (aPCpPC^ 

(aAP.pAP^^, (oAPB^AP.^AP)^ « (o AP pAP)^. 

7. Proc£de homogene de daection ct/ou de dftamination par fluorescence 
d'un analytc dans un milieu susceptible de lc contenir, par misc en evidence du 
pioduit de la reaction entre 1'analyte et au moins un recepteur correspondant, 
oonsistant: ' 

1) a ajouter audi, milieu un premier reactif constitue (Tau moins un recepteur dudit 
analyte, 

2) a ajouter un second reactif choisi panni 1'analyte ou au moins hm de ses 
ifepteurs, Inn des deux rcactifc ftant couple avec un compose fluorescent 
donneur ©onsutue par un cryptate, un chelate ou un complexe macrocyclique de 
tene rare et I'autre reactif etant couple avec un compose fluorescent accepteur 
I'otdre d'ajout des reactife pouvant etre invent et, aprts excitation du melange' 
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par use source de lumiere a la longueur tfonde d'excitation du compose 
fluorescent donneur, 

3) * mesurcr le rf gnal Remission du compos6 fluorescent acceptetir 
caracterise en ce qu'on utilise commc compose fluorescent accepts un complexe 
phycobUiproteine-pephde de liaison tel que defini scion Kmc quelconque des 
revocations la 6. 

8- Procfde sdon la rcvcndication 7 consistant en unc methode par exces, 
caracterise en ce qu'il consiste : 

1) a ajoutcr, audit milieu contcnant 1'analyte recherche, un premier reactif constitu6 
par au moms un recepteur dudit analyte, couple avec un compel fluorescent 
donneur constitue par un cryptate, un chelate ou un complexe macrocydique de 
tent rare, 

2) a ajoutcr un second reactif constitue par un ou plusieurs autres reapteurs dudit 
analyte, ledit second reactif etant couple avec un compose fluorescent accepteur 

A3 COnStltllc TS '* r ' M ** **** ... i i » ♦» ♦ 



10 



20 



25 



30 



3) afairerr^leditinaieuap^ 
des deux reactife, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitation du compose 
fluorescent donneur, — 

5) a mesurer le signal emis par le compose fluorescent accepteur. 

9. PtooSde selon la revendication 7 consistant en one methode par 
competition, caracterise cat ce quil consiste : 

1) a ajoutcr, audit milieu contcnant 1'analyte recherche, un premier reactif constitue 
par un ifepteur audit analyte, couple avec un compose fluorescent donneur 
constitu6 par un cryptate, un chelate ou un complexe macrocyclique de tare 
rare, 

2) a ajouter un second reactif constitue de 1'analyte coup!6 avec un compose 
fluorecent accepteur ennstitue par un complexe phycobffiproteinc-peptide de 

3) a faire incuber ledit milieu apres chaque addition de rfactife ou apres I'addition 
des deux reactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitation du compose 
fluorescent donneur, 

5) a mesurer le signal emis par le compose fluorescent accepteur. 
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10. Proc&le selon la revcndi cation 7 consistent en une m&hode par 
competition, caracteris£ en ce qu'il consistc : 

1) a ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherche, un premier rfactif constitue 
par un recepteur dudit analyte, lcdit recepteur etant couple avec un compose 
fluorescent accepteur constitue par un complete phycobilipioteine-peptide de 



2) a ajouter un second reactif constitue de l'analyte coupI6 avec un compose 
fluorescent donneur constitue par un ayptate ou un chelate de tcne rare, 

3) a mire incuber ledit milieu soit apres ('addition de chaque reactif, soil apres 
10 radditiondesdeuxreactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'exdtation du compose 
fluorescent donneur, 

5) a meaner le signal emis par le compose fluorescent accepteur. 

11. Procfei£ selon l'une quelconque des revendications 7 a 10, caracterise en 
15 ce que le premier reactif ct le second reactif sont ajoutes simultanement au milieu 

contenant l'analyte recherche. 

12. Precede selon l'une quelconque des revendications 7 ou 8, caracterise en 
ce qu'on utilise un seul recepteur de l'analyte, qui est couple soit avec le compose 
fluorescent donneur, soit avec le compose fluorescent accepteur. 

20 13. Procfde selon l'une quelconque des revendications 7 i 12, caracterise en 
ceque le compose fluorescent donneur est un chelate, un ayptate ou on complete 
macrocyclique de terbium ou d'europium. 

14. Proc&ie' selon l'une quelconque des revendications 7 * 13, caracterise en 
ce que le compose fluorescent donneur est un chelate, un ayptate ou un complexe 

25 macrocyclique de Eu3+ et le compose fluorescent accepteur est le complexe 
(aAPpAP^. 

15. Utilisation scion l'une quelconque des revendications 1*6 dans un 
proc&te (Famplification du signal Admission (fun ayptate ou <Tun chelate de tene 
me utilise comme compose fluorescent donneur dans un dosage par fluorescence, 
dans lequel on met en oeuvre egaleraent un compost fluorescent accepteur, 
caiactdrisfc en ce que le ayptate ou le chelate de tent rare possMe un rendement 
quantique global faible et en ce que le rendement quantiquc de d&activation 
radiative du niveau fanissif de la tene rare est inferieur au rendement quantique de 
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racccptear, Icdit acceptcur etant constituf par un complcxe phycobiliproteine- 
peptide de liaison. 

16. Utilisation selon l'une quelconquc dcs revendications 1 a 6, caracterisee 
en ce que le complcxe pbycobuiproteine-peptidc de liaison est utilise" en 
combinaison avec un ou plusieurs autres traceuis fluorescent^ 

17. Conjugue" fluorescent consthue (Tun complcxe phycobiliproteine-pcptide 
de liaison lii de maniere covalcnte a Pun des elements tfun couple de liaison 
speofique tigand/rccepteur. 

18. Conjugue selon la revendication 17, caractensf en ce que la 
phycobaipiDteme est choisie parmi la phycoerythrine, la phycoeiythiocyamne, la 
phyoocyanine, PaUcmhycocyanine et 1'aUophycocyaninc B. 

19. Conjugu6 scion la revendication 17 ou 18, caracterise cn ce que le peptide 
de liaison est choisi parmi les peptides Lr, Lq, Lrc rt kM.- 

20. Conjugu6 selon l'une des revendications 17 a 19, caract6is6 en ce que le 
15 complexe phycobiliproteine-peptidc de liaison est choisi parmi les comple 

(alTC pPEC)^ (o rac, | jPEC bLR> 



10 



20 



(oAP.pAP^^,, (aAPB ajAP pjAP)^ „ (o AP, pAP)^. 
21. Conjugu6 selon l'une des revendications 17 a 20, caracterise cn ce que le 
complexe pbycobUipiotemc-peptide de liaison est extrait <fune cyanobactene 
choisie parmi Mastigocbdus Laminosus, Synechocystis 6701, Synechococcus 
6301, Anabaena variabilis et Nostoc spec. 
25 22. Conjugue selon l'une des revendications 17 a 21, caracterise en ce que P 
element du couple de liaison speofique Ugand/recepteur est un iteptcur, en 
paiticulicr un recepteur cellulaire ou un anticorps. 

23. Conjugu6 selon l'une des revendications 17 a 21, caracterise en ce que P 
element du couple de liaison speofique hgand/reopteur est un ligand, notamment 

30 unanalyte. 

24. Utilisation d"un conjugue selon l'une quelconquc des revendications 17 a 23 
. dans unproceddde cytometric de flux. 
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